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摘要 :【 目的 】 探 索 建 立 一 种 有 效 制备 昆虫 非典 型 嗅觉 受 体 Orco 抗原 的 方法 ,为 Orco 蛋白 组 织 定 位 及 功能 研究 黄 
定 基础 。[ 方 法 】 设 计 带 有 BumHI 和 Hind VIE 酶 切 位 点 的 引物 ,采用 RT-PCR DEP IKE Bombyx mori Orco 5 
4-5 跨 膜 区 之 间 的 基因 片段 ,将 其 与 原核 表达 载体 pET-28a ( + ) 双 酶 切 处 理 后 进行 连接 ,然后 转化 大 肠 杆 
Escherichia. coli 感受 态 细胞 DH5a ,重组 质粒 再 转化 大 肠 杆 菌 BL21(DE3 ) 菌株 ,用 IPTG 诱导 表达 ,用 SDS-PAGE f 
测 诱导 蛋白 ,用 HisTrap HP 亲 和 层 析 对 诱导 表达 的 大 量 蛋 白 进行 纯化 。【 结 果 】 在 大 肠 杆菌 原核 表达 系统 中 ,月 
IPTG 诱导 获得 了 与 预测 蛋白 大 小 相符 的 目的 蛋白 ,经 SDS-PAGE 检测 发 现 目 的 蛋白 以 包涵 体形 式 表达 ,在 变性 条 
件 下 经 HisTrap HP 亲 和 层 析 获 得 大 量 可 用 于 抗体 制备 的 纯化 蛋白 。【 结 论 ] 利用 原核 表达 系统 可 获得 制备 家 等 
Orco 抗体 的 抗原 蛋白 。 
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Preparation of the antigen protein of the atypical olfactory receptor Orco 


in the silkworm (Bombyx mori) with prokaryotic expression system 

YIN Shu-Yan’”*, YANG Chun-Hong'*, LIU Zhao-Yang’, YU Qi, GAO Hui-Ju’, CUI Wei-Zheng , 
LIU Qing-Xin^" (1. College of Plant Protection, Shandong Agricultural University, Tai’ an, Shandong 
271018, China; 2. College of Forestry, Shandong Agricultural University, Tai' an, Shandong 271018, China) 
Abstract: [ Aim] To establish an effective method to prepare the antigen protein of the atypical insect 
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olfactory receptor Orco, and to provide the foundation for study on the immunolocalization and function of 
Orco. [Methods] The target fragment between the 4th — 5th transmembrane regions of Orco gene was 
amplified from the silkworm, Bombyx mori, by RT-PCR using primers containing restriction sites of 
BamH I and Hind HI. This target fragment was digested with BamH I and Hind II directly and ligated to 
the pET-28a ( + ) expression vector digested with the same two restrictive enzymes. The ligated product 
was transformed into the competent Escherichia coli cell DH5a , and the positive clones were testified by 
PCR and sequenced. The right recombinant expression plasmids were transformed into BI21 ( DE3) 
strains, which then were induced with IPTC. SDS-PAGE was used to identify the expressed recombinant 
protein. A large amount of the induced protein was purified by HisTrap HP affinity chromatography. 
[Results] The target protein whose size was consistent with the predicted protein was induced in E. coli 
prokaryotic expression system. The target protein was expressed in the form of inclusion body detected by 
SDS-PAGE. A large amount of purified protein which can be used for antibody preparation was obtained by 
HisTrap HP affinity chromatography under denaturing conditions. [Conclusion] The antigen protein used for 
antibody preparation of silkworm olfactory receptor Orco can be obtained by prokaryotic expression system. 
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嗅觉 在 昆虫 生命 活动 中 起 着 非常 重要 的 作用 。 
嗅觉 受 体 是 参与 昆虫 嗅觉 识别 的 一 类 重要 蛋白。 H 
前 已 发 现 的 嗅觉 受 体 可 分 为 3 种 类 型 :第 1 种 是 传 
统 嗅 觉 受 体 (olfactory receptor, OR) ,高 度 多 样 化 ， 
不 同 受 体 间 的 同 源 性 较 低 ,与 气味 配 体 特异 性 结合 ， 
在 嗅觉 神经 元 中 有 选择 地 表达 (Clyne et al., 1999; 
Vosshall et al., 1999, 2000; Dobritsa et al., 2003) ; 
第 2 种 嗅觉 受 体 被 称 为 Orco ( odorant receptor co- 
receptor) ,在 不 同 昆虫 种 间 高 度 保守 (Hill et al., 
2002; Krieger et al., 2003; Pitts et al., 2004; Jones et 
al., 2005; Patch et al., 2009; Olafson, 2013) ,本 身 
不 与 气味 配 体 结 合 ,但 与 传统 嗅觉 受 体形 成 复合 体 
OR-Orco ,促进 传统 嗅觉 受 体 在 神经 元 树 突 膜 上 的 
定位 并 维持 其 稳定 性 , 提高 传统 嗅觉 受 体 对 气味 反 
应 的 效率 (Larsson et al., 2004 ; Sakurai et al., 2004; 
Nakagawa et al., 2005; Neuhaus et al., 2005; Benton 
et al., 2006) ,在 成 虫 和 幼虫 的 大 多 数 嗅 觉 神 经 元 中 
表达 ( Vosshall et al., 1999, 2000; Ng et al., 2002; 
Elmore et al., 2003; Krieger et al., 2003; Larsson et 
al., 2004; Pitts et al., 2004) ;第 3 种 是 近 几 年 发 现 
的 一 类 新 型 嗅觉 受 体 ,被 称 为 离子 型 受 体 (ionotropic 
receptor, IR) ,在 既 没有 普通 嗅觉 受 体 也 没有 味觉 
受 体 表 达 、 但 对 多 种 不 同 气味 有 反应 的 感觉 神经 元 
中 表达 (Benton et al., 2009; Liu et al., 2010; Rytz et 
al., 2013) , 

研究 证 实 Orco 在 昆虫 嗅觉 识别 过 程 中 发 挥 关 
键 作用 一 一 采用 基因 突变 或 RNAi 等 技术 使 Orco A 
因 沉 默 后 ,昆虫 会 出 现 严 重 的 嗅觉 缺陷 (Larsson et 
al., 2004; Engsontia et al., 2008; Zhao et al., 2011; 
Zhou et al., 2014), Orco 基因 的 高 度 保守 性 及 其 表 
达 的 广泛 性 以 及 在 昆虫 嗅觉 识别 中 的 重要 性 引起 人 研 
究 者 的 高 度 重视 , 自 21 世纪 初期 以 来 对 其 进行 了 广 
泛 深入 的 研究 。 

分 析 基 因 的 时 空 表达 谱 是 了 解 基因 功能 的 基 
础 。 有 关 Orco 基因 表达 谱 的 研究 报道 很 多 ,但 多 数 
是 采用 半 定 量 RT-PCR 或 实时 获 光 定量 PCR 、 原 位 
杂交 等 方法 研究 其 RNA 水 平 上 的 表达 情况 ,而 基于 
免疫 组 化 技术 的 蛋白 水 平 上 的 表达 研究 较 少 ,目前 
仅 在 双 翅 目 昆 虫 果 蝇 Drosophila ( Larsson et al., 
2004; Benton et al., 2006) , [X] EC MF. Fè Ex. Anopheles 
gambiae( Pitts et al., 2004, 2014) , 3 K Jt IX Aedes 
aegypti ( Melo et al., 2004 ; Pitts et al., 2014) BUE JE 
ÈX Culex quinquefasciatus ( Xia and Zwiebel, 2006) Jf 
HER Stomoxys calcitrans FU H Jy fa We Haematobia 
irritans ( Olafson , 2013) , 2E $8 H E E Yarr eE Cimex 
lectularius( Hansen et al., 2014) K IRW H E E P 4E 














































































































蜜蜂 Apis cerana cerana ( 张 林 和 雅 等 ,2012 ) 等 少数 昆 
虫 中 有 报道 ,并 且 研 究 中 用 于 制备 抗体 的 抗原 均 为 
人 工 合成 的 多 肽 。 为 了 建立 一 种 有 效 的 、 普 通 实 验 
室 可 行 的 Orco 抗原 制备 方法 ,为 Orco 蛋白 水 平 上 
的 表达 及 功能 研究 莫 定 基础 , 本文 以 家 看 Bombyx 
mori 为 研究 材料 ,探索 建立 了 以 原核 表达 系统 制备 
Orco 抗原 的 方法 。 


1 材料 与 方法 


1.1. 供 试 材料 和 主要 试剂 

供 试 家 不 品种 为 “ 广 食 1 号 ” ,由 山东 农业 大 学 
和 蛋 学 专业 选 育 保存。 家 和 蛋 幼 虫 于 25% 恒温 培养 箱 
中 用 桑 叶 饲养 , 剪 取 5 头 5 龄 第 3 天 幼虫 的 头 部 ,用 
预 冷 的 1 xPBS 冲洗 干净 , 置 于 1.5 mL 离心 管 中 ， 
液 氮 速冻 , -80Y 保存 。 

动物 组 织 总 RNA 提取 试剂 盒 . 琉 脂 糖 凝 胶 回 收 
试剂 盒 .质粒 小 量 提 取 试 剂 盒 , 大 肠 杆 菌 Escherichia 
coli DH5a ,pMDI9-T 载体 等 购 自 天 根 生化 科技 ( 北 
W) ARAT. BL21(DE3) 菌株 .原核 表达 载体 
PET-28a( +) 由 本 实验 室 保存 。 高 保 真 酶 核酸 限 
制 性 内 切 酶 .DNA Marker, 4% HJE Marker、 反 转录 试 
剂 盒 等 购 自 宝 生物 工程 有 限 公 司 。IPTG 等 购 自 美 
Bio Basic Inc. 公司 。 和 蛋白 质 提取 试剂 盒 、 化 学 放 
光 底 物 、 辣 根 过 氧化 物 酶 标记 的 山羊 抗 小 鼠 IgG 等 
购 自 碳 云天 生物 技术 研究 所 。 其 他 试剂 购 自生 工 生 
物 有 限 公 司 。 目 的 基因 引物 合成 及 测序 由 上 海 生 工 
生物 工程 技术 服务 有 限 公司 完成 。 

蛋白 纯化 所 用 试剂 主要 有 20 mmol/L Binding 
Buffer, 40 mmol/L Washing Buffer, 500 mmol/L 
Elution Buffer, 20 mmol/L Binding Buffer ,配制 方法 
同 徐 欣 等 (2013 ) 。 
1.2 RNA 提取 和 cDNA 合成 

根据 试剂 盒 说 明 , 取 家 看 5 龄 第 3 天 幼虫 的 头 
部 组 织 20 mg, 提 取 总 RNA ,并 用 超 微量 分 光 光 度 计 
检测 纯度 与 浓度 。 按 照 反 转录 试剂 盒 的 说 明 , 取 
1 pg 总 RNA 进行 反 转 录 得 到 cDNA 第 一 条 链 ,于 
-20%C 保 存 备用 。 
1.3 Orco 基因 原核 表达 片段 的 选取 及 克隆 

Pitts 4$ ( 2004 ) 根据 冈比亚 按 蚊 Orco 基因 第 
268 -281 位 氨基 酸 序列 人 工 合成 多 上 肽 ,以 此 为 抗原 
制备 了 冈比亚 按 蚊 Orco 多 克隆 抗体 。 用 TMHMM 
程序 (http://www. cbs. dtu. dk/services/ TMHMM/) 
预测 冈比亚 按 蚊 Orco 的 跨 膜 区 可 知 用 于 合成 人 工 
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多 肽 的 氨基 酸 序列 位 于 Orco 的 第 4 和 第 5 跨 膜 区 
之 间 , 据 此 本 研究 选取 家 得 Orco 第 4 和 5 跨 膜 区 之 
间 最 长 的 胞 内 环 片 段 (编码 区 第 227 -336 位 共 110 
个 氨基 酸 ) 作 为 原核 表达 片段 。 根 据 已 注册 的 家 看 
Orco 基因 的 核 音 酸 序列 ,在 所 选 片段 的 3" 端 加 上 终 
止 子 TAG ,设计 一 对 带 有 Hind M 和 BamH I 酶 切 
位 点 的 引物 ( 扩 增 片段 大 小 为 333 bp) , 正 向 引物 序 
列 为 :5'-CAAGCTTGGATCCTTTGCCTGTGAACAGCT 
G-3'; 反 向 引物 序列 为 : 5'-CAAGCTTAAGCTTCTA 
CCTAACAACGTGCTTAT-3', 

PCR 反应 体系 为 50 uL 体系 ,其 中 含有 10 pl 
5 x PrimeSTAR Buffer, 4 uL dNTP Mixture, 引物 (10 
pmol/L) 各 0. 5 uL, cDNA 1 pL, PrimeSTAR HS 
DNA Polymerase 0.5 uL, ddH,O 50 uL, 

PCR 反应 条 件 为 :95Y 预 变 性 5 min ;987C 变性 
20 s,54% 退火 40 s,72% 延伸 30 s,30 个 循环 ;72°C 
延伸 5 min, 

扩 增 产物 用 1. 0% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 , 回 收 
目的 片段 ,于 16% 金属 浴 过 夜 连接 至 pMD19-T R 
体 ,连接 产物 转化 到 E. coli DH5o 感受 态 细胞 ,在 含 
100 pg/mL 氮 共 青霉素 的 LB 固体 培养 基 上 进行 蓝 
白斑 筛选 , 随机 挑 取 白 斑 进 行 菌 液 PCR. 鉴定 ,筛选 
出 阳性 克隆 ,由 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 
司 进行 测序 验证 ,验证 正确 的 提取 重组 质粒 pMD19- 
T-Orco ,保存 备用 。 

1.4 原核 表达 载体 的 构建 

利用 Hind 亚 和 BamH 1 限制 性 内 切 酶 酶 切 验 
证 正确 的 重组 质粒 pMD19-T-Orco 以 及 pET-28a 
(C+) 载体 , 酶 切 产 物 经 琼脂 糖 凝 胶 回 收 后 于 16% 
金属 浴 过 夜 连接 ,连接 产物 转化 至 天 coli DH5a 感 
受 态 细胞 ,挑选 阳性 克隆 ,测序 鉴定 ,提取 重组 质粒 
pET-228a( + )-Orco。 

1.5 Orco 蛋白 的 诱导 表达 

将 测序 验证 正确 的 重组 质粒 pET-28a( + ) -Orco 
HALER DIT A Ak BL21 ( DE3) 中 进行 诱导 表达 
(小 量 表达 ) ,用 SDS-PAGE 检测 诱导 蛋白 的 表达 形 
式 后 再 进行 大 量 诱导 表达 ,具体 方法 参照 徐 欣 等 
(2013) ,用 ExPASy( http://web. expasy. org/ compute 
-pi/ ) 预测 重组 蛋白 的 分 子 量 。 

1.6 包涵 体 蛋 白 的 变性 纯化 

大 量 诱 导 结 束 后 , 离心 弃 上 清 , 沉淀 用 20 
mmol/L Binding Buffer 3t &, 超声 处 理 , 重 复 两 次 , 离 
心 后 取 沉 活用 含 6 mol/L 盐酸 县 的 20 mmol/L 
Binding Buffer 重 悬 ,短暂 离心 ,于 冰 上 静 置 1 h, 离 





































































































心 后 取 上 清 过 0.22 pum 的 滤 膜 ,用 于 纯化 。 
纯化 前 ,HisTrap HP 亲 和 层 析 柱 先 用 5 mL 不 含 
ib? HK 500 mmol/L Elution Buffer 平衡 , 再 用 
10 mL 6 mol/L 盐酸 肽 的 20 mmol/L Binding Buffer 
平衡 , 上 样 后 ,用 15 mL & 6 moVL £k RI f 40 
mmol/L Binding Buffer 洗 脱 ,去 除 杂 蛋白 ,最 后 用 10 
mL € 6 mol/L ERER HLHI 500 mmol/L Elution Buffer 
洗 脱 重组 蛋白 ,每 1 mL 收集 一 管 。 
1.7 ZE Orco 抗体 制备 和 Western blot 检测 及 抗 
体 染色 

抗体 制备 :将 纯化 后 的 重组 蛋白 作为 抗原 提供 
给 京 天 成 生物 技术 (北京 ) 有 限 公 司 制备 小 鼠 多 元 
隆 抗体 。ELISA 检测 抗体 效 价 : 取 小 鼠 尾 血 作为 一 
抗 ,进行 倍 比 稀释 。 用 原核 表达 的 重组 蛋白 作为 抗 
原 ,每 孔 加 入 100 ng。 二 抗 为 山羊 抗 小 鼠 IgG. H 
含 5% 脱脂 奶粉 的 PBS 缓冲 液 代 替 一 抗 作 为 对 照 。 

家 和 蛋 总 蛋白 提取 :采用 碳 云 天 重 白 提 取 试 剂 盒 ， 
取 20 ARKE 3 龄 第 1 天 幼虫 头 部 ,加 会 1 mmol/L 
PMSF 的 蛋白 提取 液 ,充分 研磨 ,4% 离心 取 上 清 , 加 
SDS-PAGE 上 样 缓冲 液 95% 变性 备用 。 

Western blot: x& ZH 4E F4 UKKA ME E128. SDS- 
PAGE 电泳 后 ,经 电 转移 法 将 凝 胶 上 的 蛋白 转移 到 
PVDF 膜 上 ,用 含 5% 脱脂 奶粉 的 TBST 室温 下 封闭 
2 hb, 以 制备 的 小 鼠 多 克隆 抗体 稀释 5 000 倍 为 一 抗 ， 
室温 孵育 2 h, 用 TBST 洗涤 3 次 ,然后 用 辣 根 过 氧 
化 物 酶 标记 的 山羊 抗 小 鼠 IgG 稀释 25 000 倍 为 二 
抗 ,室温 孵育 1 h, HH TBST 洗涤 3 次 。 加 化 学 发 光 剂 
于 膜 表面 , 显 色 5 min, 于 放 有 X 光 片 的 暗 匣 中 曝光 2 
min ,然后 将 X 光 片 置 于 显影 液 中 显 色 ,5 min 后 用 水 
冲洗 X 光 片 ,再 将 X 光 片 在 定 影 液 中 放置 10 min 后 ， 
用 水 冲洗 X 光 片 ,室温 下 蚊 干 ,拍照 记录 结果 。 

抗体 染色 :方法 参照 Yu 等 (2014) , Orco 抗体 浓 
度 为 1: 500。 

























































































2 结果 


2.1 Orco 基因 片段 的 克隆 

以 家 看 5 龄 幼虫 头 部 总 RNA 反 转 录 得 到 的 
cDNA 为 模版 进行 PCR 扩 增 , 扩 增 产物 经 1. 096 3 
脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ,在 约 300 bp 处 出 现 特异 性 扩 增 
条 带 (图 1)。 扩 增产 物 切 胶 回收 纯化 后 与 载体 
pMD19-T 连接 得 重组 质粒 pMD19-T-Orco, 将 重组 质 
粒 转化 到 E. coli DHSo 感受 态 细胞 中 ,挑选 阳性 克 
隆 经 PCR 鉴定 和 测序 证 明 得 到 正确 的 重组 质粒 
pMD19-T-Orco。 
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图 1 KÆ 5 龄 幼虫 头 部 Orco 基因 片段 的 PCR 扩 增 产物 
Fig. 1 PCR product of the Orco gene in the 5th instar 
larvae of Bombyx mori 


M: DNA 分 子 量 标准 物 Molecular weight marker DL2000; 1: Orco. 
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2.2. 原核 表达 载体 的 构建 

将 pET-28a( + ) 载体 以 及 重组 质粒 pMD19-T- 
Orco 用 Hind 下 和 BomrHTI 限 制 性 内 切 酶 进行 酶 
切 , 酶 切 产 物 连 接 ( 图 2:A)、 转 化 至 E. coli DH5a， 
用 pET-28a( + ) 载 体 引物 进行 菌 液 PCR 检测 (图 2: 
B) ,筛选 阳性 克隆 ,测序 鉴定 。 测 序 结果 与 2. 1 节 得 
到 的 基因 片段 一 致 ,表明 Orco 已 正确 插入 pET-28a 
(+ ) 载 体 中 ,得 到 正确 的 重组 质粒 pET-28a ( + )-Orco。 
2.3 Orco 蛋白 的 诱导 表达 及 变性 纯化 

将 测序 验证 正确 的 重组 质粒 PET-28a( + ) -Orco 
导入 E.coli BL21 ( DE3) ,经 1.0 mmol/L IPTG 37*C 
诱导 培养 6 h 后 ,用 SDS-PAGE 电泳 检测 所 表达 的 
人 蛋白。 结果 表明 ,诱导 组 与 未 加 IPTG 诱导 相 比 , 产 
生 了 约 15 kDa 的 蛋白 ,与 预测 蛋白 大 小 一 致 ,超声 
处 理 后 发 现 诱导 蛋白 存在 于 沉淀 中 (图 3) ,说 明 目 
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到 2 重组 质粒 pET-28a( + ) -Orco 的 构建 (A) AEN PCR 检测 (B) 


Fig. 2 Sketch of construction of the prokaryotic expression vector pET-28a( + ) -Orco ( A) and the detection of PCR products ( B) 
M: DNA 分 子 量 标准 物 DNA molecular weight marker DI2000; 1 -3: 重组 质粒 pET-28a( + ) -Orco Recombinant plasmid pET-28a( + ) -Orco. 





的 蛋白 以 包涵 体形 式 表达 。 

大 量 诱导 表达 时 在 加 入 2% 葡萄 糖 的 LB 培养 
基 中 培养 ,收集 菌 体 ,再 大 量 培养 ,加 入 PTG 诱导 
表达 6 h, WES 3 次 超声 处 理 ,盐酸 县 变性 后 ,发现 
重组 蛋白 存在 于 上 清 液 中 ,表明 得 到 可 溶 的 重组 和 蛋 
白 。 将 可 游 的 重组 蛋白 过 柱 纯化 ,收集 的 目的 蛋白 
洗 脱 液 经 SDS-PAGE 电泳 检测 发 现 目的 蛋白 主要 存 
在 于 前 3 管 (图 3)。 
2.4 ZE Orco 抗体 制备 和 Western blot 检测 及 抗 
体 染 色 

将 纯化 后 的 
































组 蛋白 作为 抗原 提供 给 京 天 成 生 





物 技术 (北京 ) 有 限 公 司 制备 了 小 鼠 多 克隆 抗体 ， 
ELISA 效 价 检测 结果 显示 抗体 血清 针对 抗原 的 滴 度 
=1:50 000( 图 4) 。 

2M Ug WEZ E Orco 抗体 的 特异 性 , 进行 了 
Western blot 分 析 , 结果 表明 , Orco 抗体 能 够 特异 性 
检测 到 原核 表达 的 家 看 Orco 蛋白 和 家 看 组 织 表 达 
的 Orco 蛋白 (图 5) 。 

为 验证 Orco 抗体 的 组 织 特异 性 ,我 们 对 家 系 1 
龄 幼虫 触角 进行 了 抗体 染色 ,发 现 Orco 蛋白 在 家 看 
1 龄 幼虫 触 朋 中 有 特异 表达 (图 6) 。 
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图 3 Orco 蛋白 的 原核 表达 与 纯化 
Fig. 3 Prokaryotic expression and purification of Orco protein 
M: 标准 分 子 质量 蛋白 Protein molecular weight marker; 1; 未 经 
IPTG 诱导 的 转化 重组 pET-28a( + ) -Orco 的 BL21 菌株 的 表达 产物 
Expression product of pET-28a( + )-Orco without induction by IPTG; 
2: 经 IPTG 诱导 的 转化 重组 pET-28a( + )-Orco 的 BI21 菌株 的 表 
达 产 物 Expression product of pET-28a( + )-Orco induced by IPTG; 3: 
超声 破碎 后 的 上 清 Supernatant after ultrasonication; 4: 超声 破碎 后 
的 沉淀 Precipitation after ultrasonication; 5 -7: 纯化 后 目的 蛋白 


Purified protein. 














1:500 1:1000 1:5000 1:10000 1:50000 NC 
E x A x s * 3 






4 ELISA 法 检测 Orco 抗体 的 效 价 
Fig. 4 Orco antibody titer detected by ELISA assay 
1 -5: 小 鼠 编号 Mouse no. ; 1:500 -1:5 000 ; 血清 稀释 倍数 Serum 
dilution ratio; NC; 阴性 对 照 ( 含 5% 脱脂 奶粉 的 PBS 缓冲 液 ) 
Negative control ( PBS buffer containing 5% skim milk). 
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图 5 大 肠 杆菌 中 表达 的 家 和 蛋 Orco( A) KAE 3 龄 
第 1 天 幼虫 头 部 总 蛋白 (B) 的 Western blot 结果 


Fig. 5 Western blot result of Orco protein of Bombyx mori 




















expressed and purified from Escherichia coli ( A) and the 
total protein from the head of the 3rd instar 
day-l larvae of B. mori (B) 


3 dt 


目前 基因 的 表达 系统 主要 分 为 真 核 表 达 系 统 和 
原核 表达 系统 。 真 核 表 达 系 统 具 有 翻译 后 修饰 功 
能 ,表达 的 蛋白 更 接近 天 然 状态 ,适用 于 一 些 依赖 高 
级 结构 的 蛋白 功能 的 研究 ,但 做 真 核 表达 通常 周期 
比较 长 .成 本 比较 高 。 原 核 细 胞 表达 系统 具有 成 本 
低 ,周期 短 ,操作 简便 以 及 高 效 表 达 等 优势 ,成 为 外 
源 基 因 表达 的 首选 系统 ,但 原核 表达 系统 不 能 对 其 
表达 产物 进行 相关 修饰 ,表达 产物 无 生物 活性 或 生 
物 活性 较 低 。 由 于 本 研究 的 主要 目的 是 制备 具有 免 





图 6 Oro 蛋白 在 家 等 1 龄 幼虫 触角 中 的 定位 


Fig. 6 Localization of the Orco protein in the antenna of the 1st instar larvae of Bombyx mori 
A: KIGH R H fih ff BHA Fluorescence confocal antenna image; B; AA E5 KIGH R fi fh fü [| B) Rr Merge of transmitted-light antenna 


image and fluorescence confocal antenna image. 
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疫 原 性 的 蛋白 ,不 需要 表达 后 的 修饰 加工, 故 选用 
原核 表达 系统 中 最 稼 用 的 大 肠 杆 菌 表达 系统 。 

Orco 是 多 跨 膜 蛋白 ,有 7 个 跨 膜 区 ,进行 原核 
表达 时 应 避免 选择 跨 膜 区 (利用 Orco 基因 的 整个 编 
码 区 虽然 能 成 功 构建 原核 表达 载体 ,但 无 目的 蛋白 
表达 ) 。 我 们 参照 Pitts 等 (2004) 合成 人 工 多 上 肽 制备 
IX EGER C Orco 抗体 所 选取 的 氨基 酸 片 段 ,设计 引 
物 ,克隆 了 位 于 第 4 -5 跨 膜 区 之 间 的 片段 (第 4 -5 
跨 腊 区 之 间 的 非 跨 膜 区 是 整个 编码 区 非 跨 膜 区 中 最 
长 的 一 段 ), 以 此 片段 与 原核 表达 载体 连接 构建 重 
组 表达 载体 ,成 功 诱导 表达 出 了 与 预测 蛋白 大 小 一 
致 的 目的 蛋白 ,我 们 已 用 该 蛋白 为 抗原 制备 了 特异 
性 非常 好 的 抗体 ,目前 正 应 用 于 家 看 Orco 蛋白 组 织 
定位 的 研究 中 。 该 研究 思路 不 仅 可 为 其 他 昆虫 
Orco 的 原核 表达 提供 参照 ,对 其 他 多 跨 膜 蛋白 的 原 
核 表达 也 有 借鉴 意义 

RNA 水 平 上 表达 模式 的 研究 发 现 ,不 同 昆虫 
中 ,Orco 基因 的 表达 谱 存 在 差异 ,有 的 昆虫 仅 在 触 
fü P R TEX CE PR ST, 2011; 
2012) , Æ RI] DUTE fih fa A P M rp X ( Larsson. et 

L., 2004) HER Y Tk EZR Ar E AR RI P SUA 
rp ae b, e TE A Rp E, Ae. A LIE FC UAR E 
部 位 表达 (Krieger et al., 2002; Melo et al., 2004; 
Pitts et al., 2004; Xia and Zwiebel, 2006; Lu et al., 
2009; 申 建 梅 等 ,2011; 5K3& PL SE, 2011; 
al., 2012; Olafson, 2013; 赵 海 明 等 , 2013; Hansen 
et al., 2014) 。 而 目前 有 关 Orco 蛋白 组 织 定 位 的 研 
究 仅 限 于 少数 昆虫 头 部 器 官 如 触角 、 下 晤 、 口 器 
(Larsson et al., 2004 ; Melo et al., 2004; Pitts et al., 
2004, 2014; Benton et al., 2006; Xia and Zwiebel, 
2006; 张 林 雅 等 ,2012; Olafson, 2013; Hansen et 

., 2014) KJER ms 2H £f SE RUIT T ( Hansen et al., 
2014; Pitts et al., ara. 。 为 全 面 了 解 Orco 的 功能 ， 

需 加 强 Orco 蛋白 组 织 定位 的 研究 。 
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